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Beschreibung 

Cathepsin-L, dessen Praproform und das entsprechende Propeptid aus Ciliat6n 

Die Erfindung betrifft die Gewinnung der Praproform des Cathepsin-L, deren 
Leadersequenz, des Cathepsin-L und des dazugehorigen Propeptid aus Ciliaten - 
insbesondere Paramecium, die Verwendung dieser Peptide und ein Verfahren 
zur Herstellung des Cathepsin-L aus Ciliaten. 

Der Befund, daS Propeptide verschiedener Proteasen - nachdem sie bei der 
Aktivierung der Protease-Zymogene freigesetzt wurden - als Proteaseinhibitoren 
wirken konnen, ist bekannt. Das Propeptid der Elastase aus Pseudomonas 
aeruginosa etwa lagert sich nach der Abspaltung an die Elastase und fuhrt 
damit zur Inaktivierung des Enzyms (Kessler & Safrin, 1994, J. Biol. Chem., 
269, 22726). Die Propeptide des Papains und der Papaya-Proteinase IV wirken 
selektiv als Inhibitoren der reifen Papaya-Proteasen und der verwandten 
Cathepsine B und L aus der Rattenleber (Taylor et al., 1995, Biochem. Soc. 
Trans., 23, 80). Auch die Propeptide weiterer Cathepsine konnen als 
Proteaseninhibitoren wirken. So inhibiert das synthetisch hergestellte Propeptid 
des humanen Procathepsin-D bovines Cathepsin D (Vagner et al., 1993, 
Collect. Czech. Chem. Commun., 58, 435). 

Cathepsin-L, eine Protease, spielt eine wichtige Rolle bei verschiedenen 
Krankheitsbildern. So ist dieses Enzym wahrscheinlich von entscheidender 
Bedeutung bei der Invasivltat von Tumoren und der Bildung von Metastasen 
{Pike, 1991, Dissertation Abstr. Intern., 53, 4645). Auch beim Eindringen 
pathogener Bakterien oder parasitischer Protozoan in das Wirtsgewebe kann 
diese Protease beteiligt sein. Weiterhin ist Cathepsin-L an der Degradation der 
Knochenmatrix beteiligt. Bei der Behandlung von Osteoporose erscheint dieses 
Enzym daher als lohnendes Target (Pharma Japan, Sept. 1995, 1468, 23). 
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SchlieSlich sel erwahnt, daS Cathepsin-L auch an der Auspragung 
inflammatorischer Krankheiten wie Arthritis beteiligt ist. 

Die Identlfizierung geeigneter Cathepsln-L-lnhibitoren konnte ein wichtiger 
Schritt bei der Entwicklung geeigneter Praparate fur die Therapie der genannten 
Erkrankungen darstellen. Weiterhin ware auch eine geeignete -Quelle zur 
Gewinnung groRerer Mengen von Cathepsin-L von groRem Vorteil. Das Enzym 
lleBe sich in Screening-Systemen zur Auffindung geeigneter Protease-lnhibitoren 
einsetzen. Dariiber hinaus lieSe es sich z.B. in Wundsalben einsetzen, wo es 
den Abbau nekrotischen Gewebes katalysieren konnte. 

Die voriiegende Erfindung betrifft demgemaS eine Cathepsin-L-Praproform, 
erhaltllch aus Ciliaten, vorzugsweise aus Paramecium, besonders bevorzugt aus 
Paramecium tetraurelia. und die fur ein solches Protein kodlerende DNA- 
Sequenz. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Cathepsin-L aus Ciliaten, vorzugsweise aus 

Paramecium, besonders bevorzugt aus Paramecium tetraurelia und die 

zugehorige DNA-Sequenz, ein Verfahren zu dessen Herstellung aUs Ciliaten. 

sowie dessen Verwendung zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 

von Wunden. I 

Das Cathepsin-L gemaS der vorliegenden Erfindung kann ferner Anwendung zur 
Identlfizierung geeigneter Inhibitoren - belspielsweise durch sog. Molecular 
Modeling dienen. 

Ferner wird durch die voriiegende Erfindung ein Cathepsin-L-Propeptid und 
dessen DNA-Sequenz aus Ciliaten, vorzugsweise aus Paramecium, besonders 
bevorzugt aus Paramecium tetraurelia bereitgestellt. 

Das Propeptid des Cathepsin-L aus Ciliaten ist ein hochspezifischer Inhibitor 
desselben und eignet sich demgemaU zur Herstellung von Arzneimittein zur 
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Behandlung von inflammatorischen Erkrankungen, metastasierenden Tumoren, 
bakterielien Infektionen, Infektionen mit parasitaren Protozoan Oder der 
Osteporose. 

Die vorliegende Erfindung stellt ferner eine Prasequenz, entsprechend der 
Leader- oder Signalsequenz des Cathepsin-L aus Ciliaten, vqrzugsweise aus 
Paramecium, besonders bevorzugt aus Paramecium tetraaurelia, bereit, welche 
bei der Exprimierung rekombinanter Peptide oder Proteine in die entsprechende 
Leader- oder Signalsequenz iibersetzt wird, was zur Ausschleusung der 
rekombinant exprimierten Peptide oder Proteine aus den Ciliatenzellen fuhrt. 

Die vorliegende Erfindung wird im folgenden und anhand der Beispiele naher 
eriautert. 

Vorliegende Arbeit beschreibt erstmals die Isolierung zweier Proteasen aus der 
Cathepsin-L Unterfamilie aus dem Ciliaten Paramecium (Protista). Die 
Sequenzierung der klonierten cDNA zeigt, dad die Obereinstimmung zu bereits 
beschriebenen Cathepsin-L Formen aus Mammalia und Protisten maximal 30 % 
betragt, daS aber die charakteristischen Cathepsin-L-Motive sowohl in der 
Praproregion als auch im eigentlichen Enzym vorhanden sind. Die Proregion 
kodlert einen 86 Aminosauren langen Abschnitt, der das typische ERFNIN-Motiv 
aufweist. Die Proregion wurde in E. coli exprimiert. Das isolierte Propeptid 
inhibierte effizient (im nanomolaren Bereich) das Cathepsin-L aus Paramecium. 
Andere Cystein-Proteasen hingegen, etwa Papain und Mammalia Cathepsln-B, - 
G und -H wurden selbst bei Propeptidkonzentrationen von 13 //M nicht 
gehemmt- Das Propeptid stellt somit einen effektiven und spezifischen 
Cathepsin-L Inhibitor dar. Basierend auf diesen Daten lieBe sich ein potenter und 
hochspezifischer Inhibitor fur den chemotherapeutischen Einsatz bei der 
Behandlung der genannten Krankheitsbilder entwickeln. 

Beispiel 
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Als Substrat wurde "^^P-Phosphorylase a (ca. 5x10* cpm/min) verwendet. Ein 
Testansatz (30 //I) enthielt ^0 fjM Substrat, 12 mM Tris/HCI (pH 7,0), 50 //M 
EDTA, 10 mM 2-Mercaptoethanol, 5 mM Coffeine und 6,7 /yg BSA. Das 
Abstoppen erfolgte nach 10 minutiger Inkubation bei 30°C dofch Zugabe von 
200 fj\ Trichloressigsaure (20 % w/v). Die Radioaktivitat der nicht-fSllbaren 
Peptide wurde im Oberstand nach Zentrifugation bestimmt. Bine Unit 
Enzymaktivitat entspricht der Menge, die 1 fjmo\ losliches P- 
Phosphopeptid/min freisetzt. 

Reinigung des Cathepsin-L 

Als Quelle dienten Massenkulturen des Ciliaten Paramecium tetraurelia. 
Cathepsin-L kann sowohl aus den Zellen als auch in groBen Mengen aus dem 
Kulturmedium gewonnen werden, da die Zellen das Enzym auch sezernieren. 

Alle Reinigungsschritte wurden bei 4''C durchgefOhrt. Die Zellen wurden in 50 
mM Tris/HCI (pH 7,0), 5 mM EDTA mittels einer French-Press homogenisiert. 
Zelldebris wurde uber Zentrifugation (23.000 x g, 60 min; 100.000 x g, 60 
min) entfernt. Der Oberstand wurde auf eine mit 20 mM Tris/HCI (pH 7,0) 
aquilibrierte DEAE-Sepharose®-Saule aufgetragen. Etwa die Halfte der 
Proteaseaktivitat eluierte mit dem Durchbruch. Die Saule wurde mit 250 mM 
NaCI gewaschen. Die restliche Proteaseaktivitat wurde mit 450 mM KCI eluiert. 
Danach wurden die aktiven Fraktionen uber eine Sephacryl® S-100 HR-Saule 
gereinigt. Die Protease eluierte bei etwa 27 kDa. Die gepoolten aktiven 
Fraktionen wurden im Anschluli auf eine Mono-Q-Saule aufgetragen. Die Elution 
fand mittels eines linearen Gradienten (60 ml 100 bis 350 mM NaCI) statt. Uber 
diesen Schritt konnten zwei aktlve Proteasen (30 kDa und 33 kDa) getrennt 
werden. Die Reinheit wurde mittels SDS-PAGE uberpruft. Gegenuber ^^P- 
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Phosphorylase a als Substrat lag das pH-Optimum beider Isozyme bei 6,5; das 
Temperatur-Optimum bei 56°C. Suifhydryl-Protease spezifische Inhibitoren (z.B. 
Cystatin, Leupeptin und TLCK) reduzlerten die Al<tivjtat drastisch. Dagegen 
zeigten Inhibitoren spezifisch fur Serin-Proteasen (Aprotinin), Metallo-Proteasen 
(EDTA) und Asp-Proteasen (Pepstatin) keine inhibierende Wirkung. Anhand des 
Verdauungsmusters von Phosphorylase und BSA konnte gezeigt werden, daR es 
sich urn zwei Endoproteinase-lsozyme handelt. 

Aminosauresequenzierung 

Die Proteine wurden aus dem SDS-Gel auf eine Polyvinyliden-difluorid Membran 
geblottet und die entsprechenden 30 kDa- und 33 kDa-Banden ausgeschnitten. 
Fur die Sequenzierung von Proteinbruchstiicken wurden die Proteine vor der 
SDS-PAGE mit BrCN {350//g/10^g Protein) gespalten. Die Sequenzierung 
wurde auf einem Applied Biosystems Sequencer durchgefuhrt. Der NH2- 
Terminus der 30 kDa-Bande ist: GAEVDWTDNKKVKYPAVKNQ der der 33 kDa- 
Bande: GAEVDXTXNK (X ist nicht geklart). Auch die Sequenzierung der BrCN- 
Bruchstiicke zeigte, daR es sich um identische Enzymproteine handelt, die 
eventuell nur unterschledlich prozessiert werden. Hier wurde fur beide Proteine 
folgende Sequenz ermittelt: DSAFEYVADNGLAEAKDYPYYASD. Der Verglelch 
mit der EMBL/Gene bank iiber das FASTA-Programm erbrachte hinsichtlich des 
NHj-Terminus keine Ubereinstimmung mit bekannten Proteinen, dagegen zeigte 
das Alignment des internen 24er-Peptids eindeutige Ubereinstimmungen mit 19 
verschiedenen Cystein-Proteasen. 
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Amplifizierung und Subklonierung von Cathepsin-L 

Ollgonukleotide wurden hergestellt basierend auf der AS-Sequenzierung und 
unter Berucksichtigung des Ciliaten-codon-usage. Die verwendeten Primer 
waren: Primer 1 (sense) 5*-GCGGGGTACCGGWGCHGAAGTHGAYTGGACWGA- 
TAAYAARAARG-3' abgeleitet aus dem NHj-ternninalen Peptid'^ 
GAEVDWDNKKVK und Primer 2 (antisense) 5'-TARTANGGRTARTCYTTNGC- 
YTC-3* abgeleitet aus der internen Peptidsequenz EAKDYPYY. Die PCR wurde 
in einem Perkin-Elmer Thermal-Cycler (30 Zyklen, bei 94°C, 55*»C und 72«C je 
1 min) durchgefuhrt. Mittels dieser Primer wurde aus einer Paramecium-cDNA- 
Bibliothek ein 275 bp langes Fragment amplifiziert. Uber die Sequenzierung 
dieses DNA-Fragments konnte eindeutig die Ahnlichkeit zu Cathepsin-L belegt 
werden. So beinhaltete das PCR-Fragment die zwei stark konservierten 
Regionen GCNGG und CGCSWA. Aus der cDNA-Bank wurden uber das 275 bp- 
Fragment zwei Klone mit einem Insert von 1,3 kB identifiziert. Die 
Sequenzierung zeigte, daS sie identlsche offene Laserraster enthielten, die ein 
Protein mit 313 Aminosauren mit einem errechneten MG von 35.031 Da 
kodierten (Fig. 2). Die deduzierte Aminosauresequenz stimmte mit der beim 
Edman-Abbau ermittelten uberein. 

Das konservierte ERFNIN-Motiv im Propeptid (EX3RX2{V/l)FX2NX3lX3N) 
charakterisiert das Enzym als Cathepsin-H oder -L. Wahrend Cathepsln-H als 
Exoprotease charakterisiert ist, wird Cathepsi-L als effiziente Endoprotease 
klassifiziert. Die Identifizierung der hier beschriebenen Proteasen als 
Endoproteasen, legt nahe, daS es sich in der Tat um Cathepsin-L Formen 
handelt. Die Ubereinstimmung des Paramecium-Cathepsin-L mit verschiedenen 
Mammalia-Formen betragt maximal 35 % (Tab. 1), Auch im Vergleich zur 
Cystein-Protease aus Tetrahymena betragt die Ubereinstimmung lediglich 30 %, 
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Tabelle 1 



Cathepsine und Proteasen 

inn V/orotoif^h 7ii 

rorarncciuiTiMk^diitcpoiii u 


arrp^sion No. 


% Ider 
reife Proteasen 


ititat 711 

Proregionen 


Tv/n0-l RattP 
1 ypc w riaiLc 


P07154 


35 


21 


Cystein Protease 
Tetrahymena 


L03212 


30 


23 


Type-H Ratte 


P00786 


30 


19 


Type-S Ratte 


Q02765 


31 


19 


Type-B human 


P07858 


21 


12 



cDNA-Bibliothek-Screening 

Unter Verwendung von ^^P-markierten PCR-Fragmenten wurde in der cDNA- 
Bibliothek nach entsprechenden Klonen gescreent. Die so identifizierten zw i 
Klone warden uber Southern-blot- Verfahren analysiert. Beide codierten eine 
identische Preprocathepsin-L-Protease. 

Bakterielle Expression des Cathepsin-L-Propeptids 

Das klonierte Gen enthalt eine potentielle Propeptidregion von AS -1 bis -86. 
Der offene Leserahmen enthalt funf universelle TAA Stopcodons, die bei 
Paramecium fiir Q codieren. Vor der Expression warden sie Ciber "site-directed" 
Mutagenese in CAA (codiert Q) geandert. 

Das die Propeptidregion enthaltende DNA-Fragment wurde uber PCR amplifiziert 
und fur die Expression in den hitzeinduzierbaren Vektor pEV41C eingebracht, 
der zusatzlich ein hexa-His tag enthielt. Die fur die PCR verwendeten Primer 
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waren 5'-AGGTCGTCATATGAATCTTTATGCAAATTGG (sense) und 5'-ATCCT- 
CGAGTCACTTGTATTGGAAGTTAG (antisense). Nach der Transformation 
wurde das Propeptid in E. coli Stamm 2136 exprimiert. Die Expression wurde 
induziert durch Zugabe von LB^^p-Medium, vorgewarmt auf 42®C. 

Nach der Ernte wurden die Zellen homogenisiert und die Zelldet)ris durch 
Zentrifugation abgetrennt, Der Uberstand wurde uber eine Ni-Affinitats-Saule 
(Qiagen) gereinigt. Die Elution des Proteins wurde mittets 20 nnM Tris/HCI (pH 
7,5), 8,6 % Glycerin, 200 nnM NaCI und 500 mM Imidazol durchgefuhrt. Dabei 
eluierte erwartungsgennaS ein Protein nnlt einer Grofte von 13,6 kDa. 

Inn Hemmtest hemnnte das Propeptid bereits in einer Konzentration von 60 nM 
das 30 kDa Cathepsin-L Isozynn aus Paranneclum zu 50 % (Fig. 1). Andere 
Proteasen (Papain, Cathepsin-H aus hunnaner Leber, Cathepsin-B aus 
Rinderniere, Cathpsin-G aus Leukocyten) wurden selbst bei 
Propeptidkonzentrationen von 13 nicht inhibiert. 
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Patentanspruche: 

1 . Praproform des Cathepsin-L erhaltlich aus Ciliaten. 

2. Praproprotein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS der Ciliat 
Paramecium ist. 

3. Praproprotein nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daS der Ciliat 
Paramecium tetraurelia ist. 

4. DNA-Sequenz kodierend fur eine Praproform des Cathepsin-L gemaS 
einem der Anspruche 1 bis 2. 

5. DNA-Sequenz gemaR Fig. 2. 

6. Antisense-Strang der DNA-Sequenz gemall Fig. 2. 

7. Aminosauresequenz gemaS Fig. 2. 

8. Prasequenz der DNA-Sequenz gemaft Anspruch 4. 

9. Leadersequenz aus der Praproform des Cathepsin-L gemaS einem der 
Anspruche 1 bis 2. 

10. Prasequenz entsprechend den Basen Nr. 1 bis 86 der DNA-Sequenz 
gemaR Fig. 2. 

1 1 . Antisense-Strang der Sequenz gemaR Anspruch 10. 

12. Kodierende Prasequenz der Sequenz gemaB Anspruch 10, entsprechend 
den Basen Nr. 21 bis 86 der DNA-Sequenz gemaR Fig. 2. 
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13. DNA-Sequenz nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daS samtliche 
TAA-Codons durch solche Codons ersetzt sind, die in dem 
entsprechenden Expressionssystem fur Q codieren. 

14. DNA-Sequenz nach Anspruch 13, dadurch gelcennzeichnet, daS samtliche 
TAA-Codons durch CAA-Codons ersetzt sind. 

15. Antisense-Strang der Sequenz gemaB einem der Anspruche 12 bis 14. 

16. Aminosauresequenz entsprechend den Aminosauren Nr. -108 bis -87. 

17. Proregion der DNA-Sequenz gemaS Anspruch 4. 

18. Propeptid enthalten in der Praproform des Cathepsin-L gemalS einem der 
Anspruche 1 bis 2. 

19. Proregion der DNA-Sequenz gemaR Fig. 2, entsprechend den Basen Nr. 
87 bis 347. 

20. Proregion nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daS samtliche 
TAA-Codons durch solche Codons ersetzt sind, die in dem 
entsprechenden Expressionssystem fur Q codieren. 

21 . Proregion nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dali samtliche 
TAA-Codons durch CAA-Codons ersetzt sind. 

22. Antisense-Strang gemalS einem der Anspruche 19 oder 21 . 

23. Propeptid der Aminosauresequenz gemaB Fig. 2, entsprechend den 
Aminosauren Nr. -86 bis -1. 
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24. Cathepsin-L, erhaltlich bus Ciliaten. 

25. Cathepsin-L nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daft der Ciliat 
Paramecium ist. 

26. Cathepsln-L nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daS der Ciliat 
Paramecium tetraurelia Ist. 

27. DNA-Sequenz, entsprechend den Basen Nr. 348 bis 1276 in Fig 2. 

28. Kodierende DNA-Sequenz, entsprechend den Basen Nr. 348 bis 965 in 
Fig. 2, 

29. DNA-Sequenz nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daS samtliche 
TAA-Codons durch seiche Codons ersetzt sind, die in dem 
entsprechenden Expressionssystem fur Q codieren. 

30. DNA-Sequenz nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dall samtliche 
TAA-Codons durch CAA-Codons ersetzt sind. 

31. Antisense-Strang gemalJ einem der Anspriiche 27 bis 30. 

32. Aminosauresequenz, entsprechend den Aminosauren 1 bis 205 der 
Aminosauresequenz gemaS Fig. 2. 

33. Verfahren zur Herstellung des Cathepsin-L gemaS einem der Anspruche 
24 bis 26 und 32, dadurch gekennzeichnet, daS man Ciliaten in einem 
geeigneten Medium kultiviert und man anschlieBend das Cathepsin-L 
isoliert. 
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34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daS man das 
Cathepsin-L aus den Ciliaten-Zellen isoliert. 

35. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daS man das 
Cathepsin-L aus dem Medium isoliert. 

36. Verfahren nach einem der Anspruche 33 bis 35, dadurch gekennzeichnet, 
dali der Ciliat Paramecium ist. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daS der Ciliat 
Paramecium tetraurelia ist. 

38. Verfahren nach einem der Anspruche 33 bis 37, dadurch gekennzeichnet, 
daS das Cathepsin-L die Aminosauresequenz gemaS Anspruch 32 besitzt. 

39. Cathepsin-L gemaS einem der Anspruche 24 bis 26 und 32 zur 
Anwendung als Arzneimittel. 

40. Verwendung des Cathepsin-L gemaR einem der Anspruche 24 bis 26 und 
32 zur Herstellung eines Arzheimittels zur Behandlung von Wunden. 

41 . Wundsalbe enthaltend Cathepsin-L gemaR einem der Anspruche 24 bis 
26 und 32. 

42. Verwendung von Cathepsin-L gemaR einem der Anspruche 24 bis 26 und 
32 zur Identifizierung eihes Cathepsin-L-lnhibitors. 

43. Cathepsin-L-Propeptid gemaR Anspruch 18 oder 23 zur Anwendung als 
Arzneimittel. 
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44. Verwendung des Cathepsin-L-Propeptids gemaft Anspruch 18 oder 23 zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von inflammatorischen 
Erkrankungen. 

45. Verwendung des Cathepsin-L-Propeptids gennaS Anspruch 18 oder 23 zur 
Herstellung eines Arzneinnittels zur Behandlung von metastasierenden 
Tunaoren. 

46. Verwendung des Cathepsin-L-Propeptids gemaS Anspruch 18 oder 23 zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von bakteriellen 
Infektionen. 

47. Verwendung des Cathepsin-L-Propeptids gemaS Anspruch 18 oder 23 zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Infektionen mit 
parasitaren Protozoen. 

48. Verwendung des Cathepsin-L-Propeptids gemaR Anspruch 18 oder 23 zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Osteroporose. 

49. Verfahren zur Herstellung von Cathepsin-L- gemaS einem der Anspriiche 
24 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daS man unter Verwendung einer 
DNA-Sequenz gemaB Anspruch 29 das Cathepsin-L in einem heterologen 
Expressionssystem exprimieren laSt. 

50. Verfahren zur Herstellung des Cathepsin-L-Propeptids gemaS einem der 
Anspruche 18 oder 23, dadurch gekennzeichnet, daS man unter 
Verwendung einer DNA-Sequenz gemaS Anspruch 20 das Propeptid in 
einem heterologen Expressionssystem exprimieren laftt. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, daS das 
Expressionssystem E. Coli ist. 
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52. Verfahren nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet daR eine DNA- 
Sequenz gemaS Anspruch 21 mittels eines hitzeinduzierbaren Vektors in 
E. Coli eingeschleust wird. 

53, Verwendung der Prasequenz gennaS Anspruch 8 zur Translation in eine 
Leadersequenz gemaS Anspruch 9, welche als Signal ztiT Ausschleusung 
rekombinant exprimierter Peptide oder Proteine in Ciliaten dient. 

54, Verwendung der Prasequenz gennaft Anspruch 10 Oder 12 zur Translation 
in eine Leadersequenz gemaR Anspruch 15, welche als Signal zur 
Ausschleusung rekombinant exprimierter Peptide oder Proteine in Ciliaten 
dient. 

55. Verwendung des Cathepsin-L-Propeptids gemaR Anspruch 18 oder 23 
Oder von Teilen oder Analoga desselben zur Herstellung von Cathepsin-L- 
Inhibitoren. 
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